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Cationic lipids of general formula (I), wherein m is 
an integer from 2 to 6 inclusive; n is an integer from 1 to 
9 inclusive, preferably 1-5, where, when n is 2-9, a single 
R grouping other than hydrogen is present in the general 
formula, and m has variable or identical values within the 
groupings (a) or -(CH2)m-; R is a hydrogen atom or a 
radical of general formula (II), wherein X and X\ which 
are the same or different, are an oxygen atom, a methylene 
grouping -(CH2X,- where q is 0, 1, 2 or 3, or an amino 
grouping -NH- or -NR\ where R' is a Cm alkyl grouping; 
Y and Y', which are the same or different, are a methylene 
grouping, a carbonyl grouping or a C-S grouping; R3. R4 
and R5, which are the same or different, are a hydrogen 

atom or an optionally substituted Cm alkyl radical, and p is 0-5; and R6 is a cholesterol derivative or an alkylammo grouping -NR1R2, 
where R| and R2 are. independently of each other, a straight or branched, saturated or unsaturated C 12.22 aliphatic radical. Pharmaceutical 
compositions containing said lipids, and their uses for transfecting nucleic acids whether in vitro or in vivo in cells, are also disclosed. 

(57) Abr^ 

La presente invention sc rapporte a des lipides cationiques de fonnule gdrrfrale (I). dans iaquelle m est un nombre en tier compris 
entre 2 et 6 inclusivement, n est un nombre entier compris entre 1 et 9 indusivement et plus prtferentiellement entre 1 et 5 avec, lorsque n 
est compris entre 2 et 9, un seul groupement R, different de rhydrogene, de present dans la fonnule generate et des valeurs de m variables 
ou identiques au sein des diffdrents groupements (a) ou -(CHi)*-, R represente un atome d'hydrogene ou un radical de formule gendrale 
(II), dans Iaquelle X et X* represented iiuidpendamment Tun de rautxe un atome d'oxygene, un groupement methylene -(CH2V avcc °. 
6gal a 0, 1, 2 ou 3, ou un groupement amino -NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle en C, a C4. Y et Y' representent 
independammem Tun de rautre un groupement methylene, un groupement carbonyle ou un groupement C-S, R3, R4 et Rs representent 
independammem Tun de V autre un atome d'hydrogene ou un radical alkyle. substitu6 ou non, en C| a C4, avec p pouvant varier entre 0 
et 5. R6 represente un dcrivd du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NR1R2 avec Ri et R2 representant ind6pendamment Tun de 
Tautre un radical aliphadque, sature* ou non, lineaire ou ramind en C12 a C22. Elle conceme dgalement des compositions pharrnaceutiques 
les contenant et leurs applications pour la transfection d'acides nucttiques, in vitro ou in vivo dans des cellules. 
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LIPOPOLYAMINES COMME AGENTS DE TRANSFECTIOM ET LEURS APPLICATIONS 

PHARMACEUTIQUES 

5 La presente invention concerne de nouveaux composes apparentfes k la f amille 

des lipopolyamines, des compositions pharmaceutiques les contenant et lews 
applications pour la transection in vivo et/ou in vitro d'acides nuclfeiques. 

De nombreuses maladies gfenfetiques sont associfees a un dfefaut d'expression 
10 et/ou une expression anormale, c'est a dire deficiente ou excessive, d'un ou plusieurs 
acides nucleiques. La therapie genique a pour principal objectif de corriger ce type 
^anomalies gfenfetiques par le biais de l'expression cellulaire in vivo ou in vitro de 
gfenes clones. 

AujourdTmi, plusieurs mfethodes sont proposes pour la delivrance 
15 intracellular de ce type ^information gfenfetique. L'une d'entre elles, en particulier, 
repose sur l'emploi de vecteurs chimiques ou biochimiques. Les vecteurs synthfetiques 
ont deux fonctions principales, compacter 1'ADN h transfecter et promouvoir sa 
fixation cellulaire ainsi que son passage & travers la membrane plasmique et, le cas 
echeant, a travers les deux membranes nucleaires. 
20 Un progres important a fete accompli dans ce mode de transfection avec le 

dfeveloppement dune technologie basfee sur l'emploi d'un lipide cationique. II a ainsi fete 
mis en fevidence qu'un lipide cationique charge positivement, le chlorure de N-[l-(2.3- 
cUoleyloxyJprcpyll-N^^N-trimfethylanunonium (DOTMA), interfferait, sous la forme 
de liposomes ou de petites vesicules, spontanfement avec de 1'ADN, qui est chargfe 
25 nfegativement, pour former des complexes lipides-ADN, capables de fusionner avec les 
membranes cellulaires, et permettait ainsi la delivrance intracelhilaiie de 1'ADN. 
Toutefois, bien que cette molecule soit efficace au niveau de la transfection, elle 
prfesente le dfesavantage d'etre non biodegradable et de possfeder un caractere toxique a 
l'fegani des cellules. 

30 Depuis le DOTMA, d'autres lipides cationiques ont fete dfeveloppfes sur ce 

modele de structure : groupe lipophile associe a un groupement amino via un bras dit 
"spacer". Parmi ceux-ci, on peut plus particulierement citer ceux comprenant a titre de 
gtoupement lipophile deux acides gras ou un derive du cholesterol, et comportant, en 
outre, le cas echeant, & titre de groupement amino, un groupement d'ammonium 

35 quatemaire. Les DOTAP, DOBT ou le ChOTB peuvent notamment etre citfes a titre 
representatifs de cette categorie de lipides cationiques. D'autres composes, comme les 
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DOSC et ChOSC, se caracterisent par la presence d'un groupement choline ft la place 
du groupement d'ammonium quatemaire. En general, l'activite transfectante de ces 
composes demeure toutefois assez faible. 

Une autre categoric de lipides cationiques, les lipopolyamines, a egalement ete 
5 decrite. Dans ce type de composes, le groupement cationique est represente par fc 
radical L-5carrxjxyspermine qui contient quatre groupements d'ammonium, deux 
primaires et deux secondares. Les DOGS et DPPES en font notamment partie. Ces 
lipopolyamines sont tout particulierement efficaces pour la transfection de cellules 
endocrines primaires. 

10 En fait, un agent de transfection synthetique ideal devrait presenter un haut 

niveau de transfection, et ce pour un large spectre de cellules, posseder une toxicite 
nulle ou ft defaut une toxicite tres minimisee aux doses d'utilisation, et enfin, etre 
biodegradable pour s'affranchir de tout effet secondaire au niveau des cellules traitees. 
La presente invention a precisement pour objet de proposer de nouveaux 
15 composes susceptibles d'etre utilises efficacement dans la transfection in vitro et ou in 
vivo de cellules et notamment pour la vectorisation d'acides nucleiques. 

Elle a pour premier objet des lipopolyamines, sous forme D, L ou LD et leurs 
sels, representees par la formule generate I : 



20 H 2 N-((CH) m -NH) n -H I 

R 

dans laquelle 

• m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 
25 - n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preferentiellement 
entre 1 et 5 avecun seul groupement R different de l'hydrogene de present dans la 
formule generate et des valeurs de m variables ou identiques au sein des diff erents 
groupements -(CH) m - et - (CH2) m -» 
R 

30 

- R represente un atome dliydrogene ou un radical de formule generate II: 
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n 



5 danslaquelle 

- X et X* reprfesentent, independamment Fun de Tautre, un atome d'oxyg&ie, un 
groupement methylene -(CH2>q- avec q fegal k 0. 1. 2 ou 3, ou un groupement amino 
-NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle enC\k C4, 

- Y et Y repr§sentent independamment Tun de l'autre un groupement methylene, un 
10 groupement carbonyle ou un groupement OS, 

- R 3 , R4 et R 5 representent independamment Tun de 1'autre un atome dTiydrogtoe ou 
un radical alkyle, substitue ou non, en Cjfc C 4> avec p pouvant varier entre 0 et 5, 

- R$ represente un derive du cholesterol ou un groupement alkyle amino -NR1R2 avec 
Rj et R 2 representant independamment l'un de 1'autre un radical aliphatique, sature ou 

15 non, lineaire ou ramifie en Cj2 ^ C22. 

D'un interet tout particulier sont les composes dans lesquels R y est represente 
par la f ormule generate IT 




20 



dans laquelle R 3> R^ R5, R$ et p repondent aux definitions precedentes et X 
represente un atome tfoxygfene ou un groupement -(CH^q- avec q fetant fegal & zfero. 
25 Cette famille de composes se caracterise notamment par la presence dune 

liaison ester interne, interessante sur le plan de la biodegradabilit£. 

A titre de lipopolyamines prfefferfees selon Vinvention, on peut plus 
particulierement mentionner les composes suivants: 



30 
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15 

sous la forme D, L, DL ou Tun de leurs sels. 
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La presente invention a egalement pour objet toute application therapeutique 
des lipopolyamines selon l'invention. soit directement, soit au sein de compositions 
pharmaceutiques. 

5 Comme explicate precedemment, les composes de formule generale I s'averent 

tout paruaiuerement interessants pour la transfection in vitro et in vivo d'acides 
nucleiques. lis compactent efficaoement l'ADN et presentent avantageusement une 
toxicity tres reduite voire nulle a regard des cellules traitees. En outre, fls sont 
biodegradables notamment par hydrolyse de leur liaison ester. 

10 Pour obtenir un effet maximal des compositions de l'mvention, les proportions 

respectives du compose de formule generale I et de I'acide nucleique sont de 
preference determines de maniere a ce que le rapport R, charges positives de la 
lipopolyamine consideree par charges negatives dudit acide nucleique soit optimal. Ce 
rapport optimal variant en particulier selon le mode dTutilisation a savoir in vivo ou in 

15 vitro et selon le type cellulaire a transfecter, fl est optimise au cas par cas. Cette 
optimisation releve de la competence de rhomme de rart 

Dans les compositions de la presente invention, le polynucleotide peut etre 
aussi bien un acide desc*yiibonucleique qu'un acide ribonucleique. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN genomique, d'ADNc, 

20 d'ARNm, d'ARNt. d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences synthetiques ou 
semi-synthetiques. Ces acides nucleiques peuvent etre d'origine humaine, animale, 
vegetale, bacterienne, virale, etc. Ds peuvent etre obtenus par toute technique connue 
de rhomme du metier, et notamment par criblage de banques, par synthese chimique, 
ou encore par des methodes mixtes incluant la modification chimique ou enzymatique 

25 de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent par ailleurs etre incorpores 
dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concemant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, fls peuvent 
etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription ou de la replication, des 
30 sequences antisens modifiees ou non, des regions de liaison a d'autres composants 
cellulaires, etc. 

Au sens de l'invention, on enteral par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour un produit proteique ayant un effet therapeutique. Le produit 
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protfeique ainsi cod6 peut fetre une prot&ne, un peptide, etc. Ce produit protfeique peut 
fetre hocnologue vis-4-vis de la cellule cible (c'est-4-dire un produit qui est 
normalement exprimfe dans la cellule cible lorsque celle-ci ne prfcsente aucune 
pathologie). Dans ce cas, l'expression d'une proline pennet par exemple de pallier une 

5 expression insuffisante dans la cellule ou Texpression dune proteine inactive ou 
faiblement active en raison (Tune modification, ou encore de surexprimer ladite 
proline. Le g&ne thferapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une proteine 
cellulaite, ayant une stability accrue, une activity modifife, etc. Le produit prot&que 
peut fegalement fetre hfetferologue vis-i-vis de la cellule cible. Dans ce cas, une proteine 

10 exprimee peut par exemple completer ou apporter une activitfe dfeficiente dans la 
cellule, lui permettant de lutter centre une pathologie, ou stimuler une reponse 
immunitaire. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
titer plus particulierement les enzymes, les deriv6s sanguins, les hormones, les 

15 lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs prfecurseurs ou enzymes de synthase, les 
facteurs trophiques : BDNF, CNTF. NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NTS, 
HARP/pleiotrophine, etc la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), la 
proteine CFTR associee & la mucoviscidoses les gfenes suppresseurs de tumeurs : p53. 

20 Rb, RaplA, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs 
impliques dans la coagulation : Facteurs VII. Vm, IX, les genes intervenant dans la 
reparation de l'ADN, les gfcnes suicides (thymidine kinase, cytosine deaminase), les 
genes de rhemoglobine ou d'autres transporteurs proteiques, les genes correspondant 
aux proteines impliquees dans le metabolisme des lipides, de type apolipoproteine 

25 chcrisie parmi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV, B, C-I, C-II, C-IH, D, E, F, G, H, 
J et apo(a), les enzymes du metabolisme comme par exemple la lipoprotein lipase, la 
lipase hepatique, la lficithine cholest&ol acyltransferase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, ou encore des proteines de 
transfert de lipides comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la 

30 proteine de transfert des phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore 
un r6cepteur choisi par exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des 
chyiomicrons-remnants et les recepteurs scavenger.ete. 

Uacide nucl&que thferapeutique peut fcgalement fitre un gfcne ou une sequence 
antisens, dont Texpression dans la cellule able permet de controler Texpression de 
35 g&ies ou la transcription d'ARNm cellulaires. De teUes sequences peuvent, par 
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exemple, etre transcrites dans la cellule able en ARN cornplfementaires d'ARNm 
oellulaiies et bloquer ainsi leur traduction en proline, selon la technique dfecrite dans 
le brevet EP 140 308. Les gfcnes thferapeutiques comprenent fegalement les sequences 
codant pour des ribozymes, qui sont capables de dfetruire sflectivement des ARN 
5 cibles(EP321201). 

Comme indiqufe plus haut, Facide nucleique peut fegalement comporter un ou 
plusieurs gfenes codant pour un peptide antigfenique, capable de gfenferer chez rhomme 
ou l'animal une reponse immunitaire. Dans ce mode particulier de mise en oeuvre, 
rinvention permet done la realisation soit de vaccins soit de traitetnents 
10 inuxninothferapeutiques appliques & rhomme ou d l'animal, notamment contre des 
miexoorganismes, des virus ou des cancers, D peut s'agir notamment de peptides 
antigfeniques specif iques du virus dEpstein Barr, du virus HIV, du virus de lliepatite B 
(EP 185 573). du virus de la pseudo-rage, du "syncitia forming virus, d'autres vims ou 
encore specif iques de tumeurs (EP 259 212). 

15 Prfeferentiellement, Tacide nuclfeique comprend fegalement des sequences 

permettant l'expression du gfene thferapeutique et/ou du gfene codant pour le peptide 
antigfenique dans la cellule ou l'organe dfesirfe. H peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de l'expression du gfene considferfe lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectfee. n peut fegalement s'agir de 

20 sequences d'origine diffferente (responsables de l'expression d'autres proteines, ou 
- meme synthfetiques). Notamment, a peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, Q peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton dfesire infecter. De mfeme, 2 peut s'agir de sequences 
promotrices issues du genome dun virus. A cet egard, on peut titer par exemple les 

25 promoteurs des genes E1A, MLP. CMV, RSV, etc. En outre, ces sequences 
d'expression peuvent fetre modifies par addition de sequences d'activation, de 
regulation, etc. II peut aussi s'agir de promoteur, inductible ou rfepressible. 

Par ailleurs, Tadde nuclfeique peut fegalement comporter, en particulier en 
amont du gfene thferapeutique. une sequence signal dirigeant le produit thferapeutique 

30 synthfetisfe dans les voies de sfecrfetion de la ceUule able- Cette sequence signal peut 
etre la sequence signal naturelle du produit thferapeutique, mais il peut fegalement s'agir 
de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 
L'acide nucleique peut fegalement comporter une sfequence signal dirigeant le produit 
thferapeutique synthfetisfe vers un compartiment particulier de la cellule. 
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Dans un autre mode de mise en oeuvre, la prfesente invention concerne des 
compositions oomprenantun acide nucl6ique, une lipopolyamine telle que revendiqute 
et un adjuvant capable de s'associer au complexe lipopolyamine/acide nucieique et tfen 
ameiiocer le pouvoir transfectant La dernanderesse a en effet montrfe que le pouvoir 
5 transfectant des lipopolyamines peut etre de maniere inattendue augmente en presence 
de certains adjuvants (lipides ou prot&nes par exemple), capables de s'associer au 
complexe lipopolyamine/acide nucieique. 

Plus preferentiellement, les compositions de l'invention comprennent, comme 
adjuvant, un ou plusieurs lipides neutres. De telles compositions sont particulierement 
10 avantageuses, notamment lorsque le rapport R est faible. La dernanderesse a en effet 
montre que l'addition d'un lipide neutre permet tfameliorer la formation des particules 
nucleolipidiques et, de maniere surprenante, de f avoriser la penetration de la particule 
dans la cellule en destabilisant sa membrane. 

Plus preferentiellement, les lipides neutres utilises dans le cadre de la presente 
15 invention sont des lipides & 2 chaines grasses. 

De maniere particulierement avantageuse, on utilise des lipides naturels ou 
synth6tiques, zwhterioniques ou depourvus de charge ionique dans les conditions 
physiologique. II peuvent etre choisis plus particulierement parmi la 
diolecylphos^dylfethanolamine (DOPE), P oleoyl-palmitqylphos- 
20 phatidyiethanolamine (POPE), les di-stearoyl, -palmitoyl, -mirystoyl 
phosphatidylethanolamines ainsi que leurs derive N-m&hyles 1 a 3 fois; les 
phosphatidylglycerols, les diacylglycerols, les glycosyldiacylglyc&ols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactoc&Sbrosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingornyelines) ou encore les asialogangliosides (tels que notamment les 
25 asialoGMletGM2). 

Ces differents lipides peuvent etre obtenus soit par synthase, soit par 
extraction a partir d'organes (exemple : le cerveau) ou tfoeufs, par des techniques 
classiques bien connues de l*homme du metier. En particulier, l'extraction des lipides 
naturels peut etre r€alisee au moyen de solvants organiques (voir egalement Lehninger, 

30 Biochemistry). 

Prfeferentiellement, les compositions de l'invention comprennent de 0,1 4 20 
equivalents tfadjuvant pour un equivalent de compose de formule g6nerale I et, plus 
preferentiellement, de 1 i 5. 

Les compositions selon ^invention peuvent etre formul6es en vue 
35 ^administrations par voie topique, cutan6e, orale, rectale. vaginale. parenterale, 
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intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanfe, intraoculaire, transdermique, 
etc. De pr efe rence, les compositions pharmaoeutiques de 1'invention contiennent un 
vihicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment 
pour une injection directe au niveau de l'organe desirfe, ou pour une administration par 
5 voie topique (sur peau et/ou muqueuse). D peut s'agir en particulier de solutions 
studies, isotoniques, ou de compositions sdches, notamment lyophilisfes, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisfe ou de s&um physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. Les doses cfadde nucleique utilisees pour l'injection 
ainsi que le nombre d'administrations peuvent etre adapt£es en fonction de different 
10 param&tres, et notamment en fonction du mode d'administration utilisS, de la 
pathologie concem^e, du gdne a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherch6e. En ce qui concerne plus particuli&rement le mode d'administration, 0 peut 
s'agir soit d'une injection directe dans les tissus, soit dun traitement de cellules en 
culture suivi de leur reimplantation in vivo, par injection ou greffe. 

15 La presente invention fournit ainsi une mfethode particuli&ement avantageuse 

pour le traitement de maladies, comprenant radministration in vivo ou in vitro d'un 
acide nucl&que apte a corriger ladite maladie assocte & un compose de fotmule 
g&iGrale I dans les conditions d&finies ci-avant. Plus particulterement, cette mfethode 
est applicable aux maladies resultant d'une dSficience en un produit prot&que ou 

20 nuclfique et Facade nucl6ique adrninistrfe code pour ledit produit prot6ique ou contient 
ledit produit nucleique. 

Elle s'etend & toute utilisation dune lipopolyamine selon Finventicm pour la 
transfection in vivo ou in vitro de cellules. 

25 La presente invention sera plus complement decrite a 1'aide des exemples qui 

suivent, qui doivent etre consid£r£s comme illustratif s et non limitatif s. 

ABREVIATIONS ET SYMBOLES 

30 AcOEt : Acfetate cTfethyle 

BOP : Benzotriazol-l-yloxytris (dimfethylamino) phosphonhim 

hexafluorophosphate 
DCC : Dicydohexylcarbodiimide 
DCU : Mcyclohexyluree 
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DMAP : 4-Dimethylaminopyridine 

DMF : Diraethylfonnamide 

DMSO : Dimfthyle sulfoxide 

DODA : DkxSadecylainine 

EP : Ether de petrole 

EtOH : Ethanol 

NEt3 : Triethylamine 

Rf : Coefficient de retention frontal 

TFA : Acide trifluoroacetique 

THF : Tetrahydrofurane 

TMS : Tetramethylsilane 

UV : Ultra-Violets 



15 



20 



25 



30 



35 



MATERIEL ET METHODES 

A Pmriuits utilises 

La DODA, la NEt3, le TFA, la L-omithine, niydroxyde de tetramethylammonium, le 
nickel de Raney, I'anhydride diglycolique provieiment de chez Fluka ; le BOP, de chez 
Propeptide France ; la DMAP, le chloroformate d'isobutyle et la N-methylmorpholine, 
de chez Aldrich. Le THF provient de chez Merck ; tous les autres solvants utilises sont 
des produits RP Prolabo. Les solutions de NaCl, de NaHC03 sont saturees ; la solution 
deKHSO4esta0,5M. 

RMesures physiques 

Les spectres de resonnance magn£tique nucleaire du proton ( RMN 1H ) ont ete 
enregistres sur un spectrometre Bruker. 

Les deplacements chimiques sont exprimes en ppm par rapport au TMS. 
f! rhmmflto^mphiRS stir silice 

i ^ ^hmmatnpraphies sur cou rhe minre (CCM) ont ete effectuees sur des plaques 
de gel de silice Merck de 0,2 mm d'epaisseur. 

Revelations : 

- Aux UV ( 254nm ) 

. A la ninhydrine. en vaporisant (spray leger) une solution ethanolique de ninhydrine 
( 40 mg / 100 ml EtOH) pour reveler les amines ou les amides en chauffant a 150°C. 
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- A la flucrescamine, en vaporisant une solution (40 mg / 100 ml Acetone) pour 
reveler ks amines primaires. 

- A l'iode, en recouvrant la plaque de poudre d'kxle. 

lea chromatographies sur oolonne o nt ete effectuees sur gel de silice 60 Merck de 
5 granulometrie 0,063-0,200 mm. 



EXEMPLE 1. 

10 Synthese du (Diortadecyl-carbamoylmethoxy)-acetate de 2-5-bis-(3-aminc- 
propy lamino) -pentyle. 



lot Prifraration du 2^ .Bis.(2-cvan<v^thylaminoUpentanoate 

t^tramethvlammoniumfl.a) 

Du monohydrochlonire de l'acide(s)-2^-<liaminopentanoique (L-omithine) (6.74g; 
20 40 mmol) et de lTiydroxyde de tetramethylammonium pentahydrate (14,48g: 80 
mmol) sont mis en solution dans du methanol (20 ml). L'eau formee et le methanol 
sont evapores sous pression reduite (a l'aide d'une pompe a huile) de maniere a 
obtenir un residu sec. 

Du NJSI-dimethylformamide (30 ml) est ajoute aux sels precedemment obtenus. Le 
25 melange est degaze avec de l'azote, puis agite fortement pendant dix minutes, ce qui 
permet au 2,5-diamino pentanoate de tetramethylammonium de se solubiliser (le 
chlorure de tetramethylammonium reste en suspension dans le DMF). 
L'acrylonitrile (6ml; 85.6 mol) est ajoute goutte a goutte; le ballon se rechauffe 
legerement. Le melange reactionnel est laisse lh a temperature ambiante, sous azote. 
30 n est ensuite filtre pour eliminer le chlorure de tetramethylammonium. Le DMF est 




15 
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evapore sous pression rkhiite. Le residu obtenu est un liqiride huileux ; retir§ de 
l'evaporateur rotatif , il se solidif ie. De l'acfetonitrile (100 ml) est ajoutfe et le ballon est 
leg&ement chauffe jusqu'i obtention d\tne solution transhicide. Du THF est ajout6 
jusqu'st obtention dune solution trouble. Le ballon est stocks pendant deux jours au 
5 cong&ateur ; le sel de tetramfethyl-ammonium du L-2^-Bis-(2-cyano-4thylamino)- 
pentanoique de 1'acide est r6cup6r6 par filtration sous forme de solide blanc. H est 
rinc6 au THF sur frittfe, puis s6che sur P2O5. 6,06 g sont obtenus, soit un rcndement 
de49%(brut). 

10 li> Preparation du sel de tfrramfrhvl ammonium de l'aride 2.5-Bis-(3-amino> 
propvlamino)-pentanoique (l.b) 

Le produit l.a est solubilisS dans un mfelange d'6thanol (18 ml), d'eau (2 ml) et de 
potasse 2 M (5 ml). La solution est purgfie 1 1'argoiL Du Nickel de Raney (2 ml de la 
15 suspension Fluka) est ajoute. LTiydrogfination est rialisfee dans une autoclave, purgfee 
& l'azote, & 26°C. En 3h, la pression est passfee de 50,6 bars i 44,7 bars, puis s'est 
stabilise plus d'une heure. L'autoclave fait 250 ml et le melange rfeactionnel, 30 mi 
La suspension obtenue est filtrte, rincee & l'eau et passee & Vevaporateur rotatif. Une 
huile jaune est obtenue. Le test & la fluorescamine est positif . 

20 

l.c Preparation de Varide 23-Bis-(tert-bifl oxvcarb^ 
anuno)-propv l1-ammo)-pentflndioue (l.c) 

25 Le produit l.b est dissous dans du dioxanne (30 ml). Du ditertbutyldicarbonate 
(17,46g ; 80 mmol) est ajoute goutte & goutte. Le melange est agitfe pendant une 
nuit. Le dioxanne est fcvapore. Du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait par 
CHCI3 (3 x 100 ml). La phase organique est ensuite lavfe sucoessivement avec 
NaHC03 (pH=7,5), NaCl. puis s6ch§e sur MgS04 et 6vaporte sous pression 

30 rfcduite. 10 g de produit sont obtenus (15,4 mmol soit un rendement de 39% par 
rapport & l'ornithine). 

CLHP : MeCN/H20: 0-3 min 50 % MeCN; 3-20 min 50-100 % MeCN, 20-40 min 
100 % MeCN, IC= 7.96 (Colonne RP-18, debit=l ml/min) 
CCM : Rf (CHCI3 : AcOEt ; 95 : 5 (v : v)) =0.28 
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RMN(ppm) : 1.3 (ra ( 8H. N+CH2-CH 2 .CH 2 -CHN+COO/ 2x N+CH2CH2CH2N+) ; 
2,7-3.0 (m, 10 H 5x N+CH 2 ); 3,8 (t, 1H, N+CHCOO) 
MS : MH+= 647, (PM= 646) 

5 l.d Preparation du 2^-Bi^(tert-butoxycai^ 
propvll-aminol-pCTtan-l-ol (\.d) 

La 1^5-carboxytetratert-butoxycarbonylspe^^ (l,94g; 3 rnmol) est 
dissoute dans 30 ml de THF. 370 ml (3,1 rnmol) de N-m6thylmorpholine sont 

10 introduits k la micrupipette. Le melange rfcactionnel, mis sous azote, est refroidi k - 
15°C (dans un bain de carboglace et d'&hyldne glycol ) ; 390 ml (3,1 mmol) de 
chloroformate d'isobutyle sont alors ajoutfo. Au bout de trois minutes, le melange 
reactionnel est vers£ dans un becher contenant le NaBHU (2g) dissous dans 20 ml 
d'eau k 4°C Le THF est evaporfc, Du KHSO4 est ajoutfe (jusqu'ft Ph=*7). Le produit 

15 est extrait k 1'AcOEt, rince au NaHC03, NaCl, sechfe sur MgS04. filtre puis 
evapor6. l,15g sont obtenus, soit tin rendement de 61%. 

La CCM conduit k deux tfiches ; une separation sur colonne de silice, avec le meme 
eluant, est done r£alis6e et conduit k 0,97g de produit (huile jaune). Le rendement de 
la separation est de 84 %. 
20 Le rendement de la reduction est de 51 %. 
CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v )) =0,24 

RMN (ppm) : 1,42 (s, 4xBoc); 1,5-1,7 (m, 8H N+CH 2 -CH 2 -CH 2 -CHN/ 2x 
N+CH 2 CH 2 CH 2 N); 2,85-3,2 (m, 10H 5x NCH 2 ) , 3,4 (m, 1H, NCHCH 2 OH), 3,7 
(d. 2H, CH 2 OH), 6.8 (m, 2H; NH) 
25 MS : MH + = 633, PM= 632 

l.e Preparation de l'acide 2^>Bis>f3-(tert-butoxvcarbonvlamino)-pfopvl1-(teft- 
butoxvcarbonylamino) -pentvloxvcarbonvlTn^thoxv-ac^tique (l.e) 

30 0,51 g (0,806 mmol) du produit l.d sont dissous dans 10 ml de CH2G2 ; 2 
equivalents d'anhydride diglycolique (1,535 mmol ; 0,178 g), 2,2 Equivalents de 
trtethylamine (1,687 mmol ; 235 \d) ainsi que 5 mg de DMAP sont ajoutes. Au bout 
d*une heure, la CCM. montrant que 1'alcool a rtagi, le melange est additionn6 de 
CH 2 a 2 . puis lave par 3 x 50 ml de KHSO4, 3 x 50 ml de NaCl, s6che sur MgS04, 

35 filtre puis 6vapor6. 0,26 g de solide sont obtenus, soit un rendement de 43 %. 
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CCM : Rf (CHCI3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 (v : v : v )) =0,75 
MS: MH+= 749. PM= 748 



5 l.f. Preparation d u Dkx!tadecv1-rJ>rhflmovlme1hnxY)-ac6tate du 2-5-bi5-(tCTt- 
hiitny|^«rhonvl43-(ttrt-hiitoxvcarh rwy1-»^^ -oentvle (l.f) 

0. 123 g de produit precedent (0,164 mmol), 1 equivalent (0,0856g) de 
dioctadecylamine, 3 equivalents de triethylamine (68.4 ml), 1,1 equivalent (0,0798 g) 

10 de BOP sont dissous dans du CHCI3. Le melange reactionnel est agiul & temperature 
ambiante. Au bout de deux hemes, le melange est additionne de 100 ml de CH2CI2, 
puis lave par 3 x 100 ml de KHSO4, de NaHC03, de NaCl (jusqu'a pH=7), seche, 
puis evapore. 0,13 g de produit sont obtenus, soit un rendement de 63 %. 
CCM : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) =0,62 ; revelation i l'iode, a la ninhydrine et a 

15 la fluorescamine. 

RMN (ppm): 0.90 (t. 3=75 Hz, 6H: CH3, 1.20-1.75 (m. 108 H: CH 2 / C(CH 3 b). 
3.05-3.35 (m. 14 H: CH 2 N), 4.15-4.35 (m, 3 H: NCHCH2OCO), 4.23-4.27 (2s, 2x 
2H: OCH2CO), 4.5-5.5 (m. etale, 2 H: NH) 
MS: MH+= 1252, P.M.= 1251 

20 Analyse elemental re : Formule brute : C71H137N5O12 

%theoriques: C 68.06 H 11.02 N 5.59 
% obtenus: C 67,14 H 11,93 N 5,86 

1. g . Preparation d u (Dioctadecvl-carbamovlmethoxv)-acetate de 2-5-bis-(3-amjno- 
25 pmpvlamino^-pentvle 

1 ml de TFA est ajoute a 0,025 g de produit l.f (0.02 mmol) dans un tube 
"Eppendorf" ® de 1,5 ml et laisse une heure & temperature ambiante. Le TFA est 
evapore. 

30 500 \il d'ethanol sont ajoutes de facpn a obtenir une solution a 40 mM, necessaire 
pour les tests biologiques. 
MS : MH+=852, P.M.= 851 



35 EXEMPLE 2. 
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Preparation du fl>ioctadecyl-carbamoyIm§thoxy)-acetate de l,3-bis-(3-amino- 
propylamino)*2 propyle (2.f.): 



2.a Preparation du 1 J-Bis-(2-cyano^ylaniino>-propan-2-ol (2.al 

3,6 g (40 mxnol) de 1 ,3^aminopropan-2-ol sont dissous dans 75 ml de methanol. 
5,76 ml (80 mmol) d'acrylonitrile sont ajoutes en 15 minutes. Le test k la 
10 fluorescamine est positif. Le melange reactionnel reste incolore. II est laiss6 sous 
agitation, k temperature ambiante, pendant la nuit. Le test k la fluorescamine est 
alors nfegatif . Le methanol est 6vapor&. 7,9 g de produit sont recueillis (rendement de 
100 % pour le produit brut). 

15 2.b Preparation d u 1 J-Bis-(3-amino-propylar^ (2.b) 

L'hydrogenation est realis6e dans une autoclave, purgee k l'azote, k 27°C. 
Le produit 2.a est solubilisS dans un melange de 15 ml de methanol, 10 ml tf&hanol, 
5 ml de KOH (2 M). La solution est purg6e 4 l'argon et 4 ml de la suspension de 
20 nickel de Raney sont ajoutes dans l'autoclave. 

En 3h30, la pression est passee de 51,6 bar k 37,6 bar, puis s'est stabilisfie plus tfune 
heure. L'autoclave fait 250 ml et le melange i6acttonnel, 30 ml. La suspension 
obtenue est filtree, rincfe k l'eau et passee k l'Svaporateur rotatif. Une huile jaune est 
obtenue. Le test k la fluorescamine est positif. 



2.c Preparation du l,3-Bi^(3-tert-birtoxv r^^ 
aminopropyn2.propan-2-ol (2.c) 

Le produit 2.b est protSgfe de la rn§me fagon qu'en I.e. 100 ml de CH2Q2 sont 
30 ajoutes. 39,2 g (179 mmol) de di-tert-butyldicarbonate dissous dans 100 ml de 




N>H 



5 



25 
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dioxanne sont ajoutes goutte a goutte. La solution est laissee sous agitation pendant 
72h. Le solvant est evapore, du KHSO4 est ajoute. Le produit est extrait a 1'AcOEt 
(3 x 100 ml) ; les phases sont rassemblees et rincees au KHSO4, au NaHC(>3, au 
NaCl, sechees sur MgS04 et evaporees. 20 g sont obtenus (rendement de 83 % par 

5 rapport au produit initial) 

Le produit est cristallis6 dans 1*EP. 
CC.M : Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v : v)) = 0^3 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 2 (v : v)) = 0,63 
RMN (ppm) : 1.4 (2s, 36H : 4 x (CH^s)) : 1.65 (qt. 4H : 2 x NCH2CH2CH2NH) ; 

10 2,95 (q, 4H : 2 x NHCH2CH2) : 3,1 (2d, 4H : NCH 2 CHCH 2 N) ; 3,2 (t, 4H : 
NCH2CH2) ; 3,85 (m, 1H : OH) ; 5,9 (s, 2H : NH) 
MS : MH + =605, PM= 604 

2.d Preparation <te l'acide 1 ^BLs-f3-t^-^tnxvcarbonvl-aniino-(tert- 
15 frrtoxycRrbonvl-aminopro ^ 

604 mg (lmmol) de produit 2.c. sont dissous dans 20 ml de CH2C12- 2 equivalents 
d'anhydride (2 mmol ; 0,232 g), 2,2 equivalents de NEt3 ( 307 puis 100 pJ). 6.5 g 
de DMAP sont introduits. Apres 24 h d'agitation a temperature ambiante. le melange 

20 est additionne de CH2CI2. lave au KHSO4. au NaCl. seche sur MgS04. filtre puis 
evapore. 0,156 g de produit sont obtenus (rendement de 22 % ). 
CCM : Rf (CHCI3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 {v : v : v}) =0.71 
RMN (ppm) : U-1,4 (2s, 36H : 4 X (CH 3 ) 3 ) ; 1.5 (m. 4H : 2 x NHCH2CH2CH2N) 
; 2,85 (q, 4H : 2 x NHCH2CH2) ; 3,1 (m. 8H : 4 x NCH 2 ) ; 3.9-4.2 (2s. 4H : 2 x 

25 OCH2COO) ; 5.25 (m, 1H : CH2CHCH2) ; 6.7 (2H : NH) 
MS:MH+= 721, PM= 720 

2. e Pf^paration dn minctadecv l -^«i*amnvlmfethoxv). acetatf (111 1 3-Bifrf3-tert- 

30 

0.216 mmoles de l'acide 2.d sont dissoutes dans 3 ml de CHQ3- 1 equivalent de 
DODA (0.113 g). 3 equivalents de NEt3 (100 H» et 1.1 equivalent de BOP (0.11 g) 
sont ajoutes. Le melange reactionnel est agite a temperature ambiante pendant 24 h.. 
Le CHCI3 est evapore. 100 ml d'AcOEt sont ajoutes. U phase organique est lavee 
35 par de ma (0.5 M). par NaHC03, par NaCl jusqu'i pH=7. sechee sur MgS04 puis 
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evaporee. 0,185 g sont obtenus (rendement 70 % ). Une oolonne sur slice est 
realisee. 110 mg de produit sont recueillis (rendement 42 % ). 
CCM : Rf (CHQ 3 : MeOH : AcOH ; 90 : 8 : 2 (v : v : v)) =0.81 
Rf (EP : AcOEt ; 1 : 1 (v:v)) = 0,67 



RMN (ppm) : 0,85(t. 6H : 2 x CH3) ; 1,20-1.55 (m. 100H : CHJC(Ctt 3 ) 3 ) ; 1.6 
(m, 4H : 2 x NHCHjCHjCH^ ; 3.05-3,4 (m, 16H : 2 x NHCH 2 CH 2 CH 2 N / 
NCH 2 CHCH 2 N / 2 x CH^ ; 4.1 (s. 2H : NCOCH 2 0) ; 4,15 (s, 2H : OCH 2 COO) 
; 5,25 (m, 1H : CH 2 CHCH 2) , 6,15 (m. 2H : NH) 
10 MS : MH+= 1224, PM= 1223 

2.f Preparation du mi«aadecy 1-P-arhamovlmethoxv)-ac6tatft de 1.3-BiS-{3-tert- 
hntr>yyri>rhrfflvl.amw<v(^^ 

15 1 ml de TFA est ajoute a 0,0247 g de produit 2.e (0,021mmol) dans un tube 
"Eppendorf" ® de 1,5 ml et laisse une heure a temperature ambiante. Le TFA est 
evapore. 

505 \il tfethanol sont ajoutes de facon a obtenir une solution a 40 mM, necessaire 
pour les tests biologiques. 
20 MS : MH + = 824, P.M.= 823 

EXEMPLE 3 : Preparation du (N.N-Dioctadecyl)-succinamate de 2-(3-amino- 
pror^larnino) - 1 - (3-ammo-propy lamino-methyl) -ethyle 



5 



H 



25 




Ce compose est prepare selon le protocole decrit precedemment en exemple 2, en 
substituant i l'acide diglicolique, l'acide succinique. 

L'analyse en spectrometrie de masse du produit ainsi obtenu indique un fragment 
MH + de 808. ce qui est conforme a la masse attendue. 
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UTILISATION DE UPOPOLYAMINES SELON ^INVENTION POUR LA 
TRANSFECTION IN VITRO DE MATERIEL GENETIQUE 

5 

A Plasmides util ises pour le transfer! de gfenes in vitro 

On i rtiiig* le plasmide pCMV-LUC. D s'agit d*une construction comportant le gtee 
rapporteur "luciftease", d&ivfe soit du plasmide pGL2-Basic Vector (Promega) soit 
10 du plasmide pGL2-Control Vector (Promega) par insertion tfun fragment Mlu I-Hind 
m contenant le promoteur du Cytomegalovirus humain (CMV), extrait du plasmide 
vecteur pcDNA3 (Invitrogen). 

B Protocole de preparation des solutions utilisees pour la fransfection 

15 

Des lipopolyamines prtparees selon des exemples precedents sont mises en solution a 
40 mM dans r&hanol puis dilute dans un melange 6thanol/eau en maintenant une 
concentration 6thanolique inferieure & 10%. 

Les solutions tfacide nucleique k transfecter sont dilutes en steum physiologique 
20 (NaCl 0, 15M) puis ajouttes aux solutions de lipopolyamine, dans un rapport 1/1 (v/v). 
Apres homogeneisation au vortex et incubation 15 minutes & temperature ambiante, les 
solutiOTs ADN/lipopolyamine sont distributes a 9% (v/v) final dans les puits ou les 
cellules ont 6te lavtes par du milieu de culture dfcpourvu de proteines (serum). 

25 EXEMPLE 4 : 

Influence du rapport de charge (amines/phosphates) sur l'eff icacite de transfection. 

Des tehantillons de 1.10 5 ceUules NIH 3T3 en phase exponentielle de croissance sur 2 
cm 2 sont traites par des solutions lipopolyamines/pCMV-LUC, presentant des 
30 rapports de charges variables, pendant 4 heures i 37°C sous 5% CO2 ; chaque 
echantillon reQoit 1 jig tfacide nucteique. La recherche de 1'expression du gfcne 
reporter est effectute aprfcs addition de serum de veau foetal & 8% final suivie tfune 
incubation de 40 heures dans i'fetuve & CO2. 

Lactivite lucif 6rase est doste par remission de lumifere [RLU = relative light unit] en 
35 presence de lucif erine, coenzyme A et ATP pendant 20 secondes et rapportte au \xg de 
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prot&ne dans le surnageant obtenu aprts lyse des cellules. Les resultats obtenus sont 
reportes dans le tableau I ci-dessous. 



5 





Lipopolyamine de l'exemple 1 


Lipopolyamine de l'exemple 2 




luminescence 


coef.de var. (%) 


luminescence 


coef.de var. (%) 


1 


69 


5 


23 


34 


2 


5091 


3 


252 


6 


4 


3636 


30 


7890 


3 


6 


21334 


3 


61401 


5 


8 


40846 


3 


73224 


2 


10 


55321 


1 


77633 


2 


12 


53239 


5 


48634 


5 


14 


36 


10 


52417 


2 


ADN seul 


52 


5 





TABLEAU I 

Chaque valeur correspond k la moyenne de trois essais independants. 

Cette experience montre clairement que les lipopolyamines selon l'invention permettent 

le transfert de genes dans les conditions requises pour leur expression. 

15 EXEMPLE 5 : 

Influence de la concentration en acide nucteique dans les melanges 
ADNAipopolyamine. 

Selon le mgme protocole que celui decrit dans rexemple prudent les cellules NIH 
20 3T3 sont traitees avec des melanges ADN/lipopolyamines dans les conditions ou 
differentes concentrations d'ADN sont utilisees pour un meme rapport de charge. 
Dans ce cas, TactivitS luciferase est mesurte pendant 20 secondes et rapportee a 
2 t 5. 10 3 cellules traitees. Les resultats sont presentes en tableaux II et ID ci-dessous. 
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Lipopolyamine de l'exemple 1 





Rapport de charge 


HgDNA 


x4 


x6 


x8 


xlO 


0,25 


27 (19) 


25 (20) 


32(31) 


36(15) 


0,5 


23(5) 


37 (54) 


4476 (4) 


4811 (19) 


1.0 


4945(12) 


19194(14) 


30933 (21) 


39357(3) 


2,0 


93937 (2) 


105533(1) 


111167 (14) 


8315(15) 


3,0 


106293(11) 


100093 (8) 


53475 (12) 




4,0 


985S3 (10) 


69863 (8) 







5 

TABLEAU H 



10 Lipopolyamine de l'exemple 2 





Rapport de charge 


urDNA 


x4 


x6 


x8 


x 10 


0,25 


40(17) 


52(64) 


122 (14) 


51 (5) 


0,5 


28 (10) 


204 (25) 


36533 (7) 


44473 (7) 


1,0 


3427 ((12) 


48167 (13) 


49363 (13) 


50083 ( 9) 


2,0 


33377(13) 


44697 (18) 


30670 (16) 


9544 (4) 


3,0 


9686 (3) 


31557 (2) 


9157(8) 




4,0 


4321 (9) 


40105 (10) 







TABLEAU HI 

15 Chaque valeur correspond a la moyenne de trois essais independants. 

Les valeurs portees entre parentheses correspondent au coefficient de variation 
exprime en %. 
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REVENDICATIONS 



1. Lipopolyamine sous forme D, L, ou DL ou l'im de ses sels caracterisee en ce 
5 qu'elle est representee par la f ormule generale I 

H 2 N-((CH) m -NH) n -H 

R I 

10 dans laquelle 

- m est un nombre entier compris entre 2 et 6 inclusivement, 

- n est un nombre entier compris entre 1 et 9 inclusivement et plus preferentieUement 
entre 1 et 5 avec, lorsque n est compris entre 2 et 9. un seul groupement R, different 
de l'hydrogene, de present dans la f ormule generale et des valeurs de m variables ou 

15 identiques au sein des differents groupements -(CH) m * 011 -^ CH 2)m _ » 

R 

- R represente un a tome d*hydrogene ou un radical de f ormule generale II: 



— «j:H)p 
R5 



X- 




20 



II 



dans laquelle 

25 - X et X* representent independamment l'un de rautre un atome d'oxygene, u 
groupement methylene -(CH^ q - avec q egal a 0. 1. 2 ou 3. ou un groupement amino 
-NH- ou -NR'- avec R' representant un groupement alkyle enCj a C4. 
- Y et Y representent independamment l'un de l'autre un groupement methylene, 1 
groupement carbonyle ou un groupement OS, 

30 - R 3 . R4 et R 5 representent independamment l'un de l'autre un atome dliydrogene c 
un radical alkyle. substitue ou non, en C,a C 4 , avec p pouvant varier entre 0 et 5, 
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- R$ repr&sente un deriv6 du cholesterol ou un gtoupement alkyle amino -NRjR 2 avec 
Rj et R 2 representant independarnment l'un de Tautre un radical aliphatique, sature ou 
non, iineaire ou ramifie en C12 & C22. 

5 ILipopolyamine selon la revendication 1 carcterise en ce que R y est represent^ de 
preference par la f ormule generate II 1 

V/ 

IT 
10 

dans laquelle R 3 , R 4 , R5, Rg et p repondent aux definitions proposees en revendication 
1 et X represente tin atome d'oxygene ou un groupement -(CH^q- avec q etant €gal a 
zero. 

15 

3. Lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 




20 sous forme D, L, DL ou l'un de ses sels. 

4. Lipopolyamine selon la revendication 1 ou 2 caracterisee en ce qu'il s'agit du 



— (' 



;<j:H)p 

R5 




25 
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H 




sous forme D, L, DL ou l'un de ses sels. 

5. Lipopolyarnine selon la revendication 1 ou 2 caracteris6e en ce qu'il s'agit du 




10 



15 



sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 



6. Lipopolyarnine selon la revendication 1 ou 2 caracterisfie en ce qu'il s'agit du 



H 
i 

.N>H 



N-H 



sous forme D, L, DL ou Tun de ses sels. 



10 alpha. cholest6ryie 



7. Composition pharmaceutique caracterisee en ce qu'elle contient au moins une 
20 lipopolyarnine selon Tune des revendications 1 a 6 et au moins un acide nucl&que. 
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8. Composition sekm la revendication 7 caracterisee en ce que l'aciiie nucleique est im 
acide desoxyribomicteique. 

9. Composition selon la revendication 7 caracterisee en ce que l'acide nuclfeique est un 
acide ribonucleique. 

5 10. Composition selon la revendication 7, 8 ou 9 caracterisee en ce que 1'acide 
nucleique est modifie chimiquement 

11. Composition selon Tune des revendications 7 ft 10 caracterisee en ce que 1'acide 
nucleique est tin antisens. 

12. Composition selon Tune des revendications 7 a 10 caractferisfe en ce que l'aride 
1 0 nucleique comporte un gene therapeutique. 

13. Composition selon la revendication 12 caracterisee en ce que le gene therapeutique 
code pour une proteine impliquee dans le metabolisme des lipides comme par une 
apolipoproteine choisie parmi les apolipoproteines A-I, A-II, A-IV, B, C-I, C-II, C-III, 
D, E, F, G, H, J et apo(a), une enzyme telle la lipoproteine lipase, la lipase hepatique 

15 ou autres lipases, la lecithine cholesterol acyltransf erase, la 7 alpha cholesterol 
hydroxylase, la phosphatidique acide phosphatase, une proteine de transfert de lipides 
comme la proteine de transfert des esters de cholesterol et la proteine de transfert des 
phospholipides, une proteine de liaisons des HDL ou encore un recepteur choisi par 
exemple parmi les recepteurs LDL, recepteurs des chylomicrons-remnants et les 

20 recepteurs scavenger. 

14. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucleique, une lipopolyamine 
selon l'une des revendications 1 a 6 et un adjuvant capable de s'associer au complexe 
lipopolyamine/adde nuclfeique et d'amfeliorer son pouvoir transfectanL 

15. Composition selon la revendication 14 caracterisee en ce que V adjuvant est un ou 
25 plusieurs lipides neutres. 

16. Composition sekm la revendication 15 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi les lipides synth&iques ou naturels, zwitterioniques ou 
depourvus de charge ionique dans les conditions physiologiques. 
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17. Composition selon la revendication 16 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont des lipides & 2 chaines grasses. 

18. Composition selon la revendication 17 caracterisee en ce que le ou les lipides 
neutres sont choisis parmi la dioleoylphosphatidylethanolamine (DOPE), I'oltoyl- 

5 palmitpylphos-phatidyKthanolamine (POPE), le di-stearoyl, -palmitqyl, *rnirystoyl 
phosphatidylethanolamine ainsi que leurs derive N-methyles 1 & 3 fois; les 
phosphatidylglyc6rols, les diacylglycerols, les glycotsyldiacylglycfirols, les cerebrosides 
(tels que notamment les galactoc£r€brosides), les sphingolipides (tels que notamment 
les sphingomyelines) et les asialogangliosides (tels que notamment les asialoGMl et 
10 GM2). 

19. Composition selon l*une des revendications 14 & 18 caracterisee en ce qu'elle 
comprend de 0,1 & 20 equivalents d'adjuvant pour 1 equivalent de lipopolyamine, et, 
plus prfef&entiellement, de 1 & 5. 

20. Composition selon l'une quelconque des revendications 7 a 19 caracterisee en ce 
15 qu'elle comprend un v6hicule phannaceutiquement acceptable pour une formulation 

injectable. 

21. Composition selon Tune quelconque des revendications 7 & 19 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un vehicule phannaceutiquement acceptable pour une application sur 
la peau et/ou les muqueuses. 



20 22. Utilisation d'une lipopolyamine selon l'une des revendications de 1 & 6 pour la 
transection in vivo ou in vitro de cellules. 
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rOMPOSITION CONTENANT PES ACIDES NUCLEIQUES. 
PREPARATION FT UTILISATIONS 

La presente invention conceme des compositions a base d'acides nucleiques, 
leur preparation et leur utilisation. Plus particulierement, elle conceme des 
5 compositions comprenant des acides nucleiques et des oligopeptides et leur utilisation 
en therapie genique, notamment pour le transfert d'acides nuclfeiques. 

La therapie genique consiste a corriger une defidence ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information g6n6tique 
dans la cellule ou l'organe affect6. Cette information genetique peut 6tre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de l'organe, la cellule modifiee etant alofs reintroduite 
dans l'organisme, soit directement in vivo dans le tissu appropri£. Diff&entes 
techniques ont 6t6 dfccrites pour le transfert de cette information g£n&ique, parmi 
lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant des complexes cfADN et 
de DEAE-dextran (Pagano et aL, J.Virbl. 1 (1967) 891), <TADN et de prolines 

15 nucleaires (Kaneda et al.\ Science 243 (1989) 375), d'ADN et de lipides (Feigner et aL, 
PNAS 84 (1987) 7413), l'emploi de liposomes (Fraley et aL, J-BioLChem. 255 (1980) 
10431), etc. Plus recemment, l'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de 
genes est apparu comme une alternative prometteuse a ces techniques physiques de 
transfection. A cet egard, differents virus ont 6t6 testes pour leur capacity i infecter 

20 certaines populations cellulaires. En particulier, les retrovirus (RSV, HMS, MMS, 
etc) , le virus HS V, les virus adeno-associes, et les adenovirus. 

Toutefois, les techniques d6velopp6es jusqu'ft present ne pennettent pas de 
resoudre de maniere satisfaisante les difficult^ lifes au transfert de g£nes dans les 
cellules et/ou Forganisme. En particulier, les problemes lies & la pfenfetration de 1'acide 

25 nucleique dans les cellules ne sont pas enticement resolus. En effet, la nature 
polyanionique des acides nucleiques pr6vient leur passage & travers les membranes 
cellulaires. S*il a 6t6 montrfi que les acides nucleiques nus sont capables de traverser la 
membrane plasmique ex vivo (voir notamment la demande n° WO90/11092), 
1'efficacite de transfection reste assez faible. De plus, les acides nudiique nus ont une 

30 demi-vie plasmattque courte, en raison de leur degradation par les enzymes et de leur 
elimination par les voies urinaires. Par ailleurs, si les virus recombinants permettent 
tfameliorer Teff icacite de transfert des acides nucleiques, leur emploi presente certains 
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risques tels que la pathogenicity la transmission, la replication, la recombinaison, la 
transformation, etc. 

La presente invention apporte une solution avantageuse a ces differents 
problemes. La demanderesse a en effet montre qu'il est possible de former des paires 
5 d'ions entre des oligopeptides cationiques particuliere et les groupements phosphates 
des acides nucl&ques, et que les complexes ainsi form& sont stables, et sont capables 
de pSnetrer les cellules ou d'etre encapsules dans des vecteurs de transf ert tels que des 
liposomes, des nanoparticules ou des lipoprot6ines de faible densitfe (LDL) avec des 
rendements Aleves. 

10 Un premier objet de 1'invention reside done dans une composition oomprenant 

un acide nucleique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires. Le terme structure secondaire designe les peptides capables tfadopter une 
conformation spaciale particuliere dans des conditions physiologiques, par opposition 
aux peptides ne pr&sentant pas ^organisation particuliere de leur structure primaire. La 

15 structure secondaire pe'ut apparaitre soit dans certains solvants. soit en solution 
aqueuse, soit apres complexation avec Tacide nucleique. 

Plus particulierement, les oligopeptides utilises dans le cadre de 1'invention 
sont capables de former des helices a ou des feuillets p. 

La complexation d*un acide nucl€ique avec une polylysine a d%& &6 dScrite 
20 dans Tart antirieur. Cependant, le taux de complexation et la stability du complexe 
forrn§ avec la polylysine sont relativement faibles, et ces complexes ne peuvent Stre 
encapsules dans des vecteurs de transf ert de fagon satisfaisante (voir exemples). Au 
contraire, les complexes selon 1'invention, qui impliquent des oligopeptides cationiques 
capables de former des structures secondares (h§lices a. feuillets p) prfesentent une 
25 stabilite elevfe, peuvent etre obtenus avec des rendements proches de 100%, et sont 
capables d'etre encapsules avec des rendements flev& dans des vecteurs de transfers 
Ces complexes constituent done des outils particulierement avantageux pour le 
transfett decides nucl&ques dans les cellules. Par ailleurs, selon la nature du vecteur 
de transfert utilise, les compositions de 1'invention peuvent etre utilises sur des 
30 cellules extraites de l'organisme (ex vivo) en vue de leur rfcadministration, ou 
directement in vivo. 
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Plus particulierement, les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente 
invention repondent a la formule (A^yAyA^n ou (A 0 AyA 0 A y )n dans laquelle Aq 
est un acide amin6 hydrophobe, Ay est un acide amine hydrophile, et n est tin nombre 
entier superieur ou egal a 4. La demanderesse a en effet mbntre que de tels 
5 oligopeptides sont capables, une fois complexes aux acides nucieiques, de former des 
structures secondares qui stabilisent f ortement lesdits complexes. 

Plus pr^f&entiellement, Tacide amine hydrophobe est choisi parmi la leucine, 
la valine, Tisoleucine et la phenylalanine; et Tacide amine hydrophile est choisi parmi la 
lysine, Targinine et l'histidine. 

10 La capacite des oligopeptides a former des structures secondaires peut etre 

verif ife par dichroTsme circulaire ou en RMN, comme indiqu6 dans les exemples. 

Encore plus -preferentidlement, ; ToKgopeptide' sekm-rinrontian est choisi 
parmi les oligopeptides de formule (LKKL)n, (LKLK)n, (LRRL)n, dans lesquelles n 
est d6f ini comme precedemment 

15 D'une maniere generate, dans les oligopeptides de Tinvention, n peut varier 

entre 4 et i00, de preference entre 10 et 50. La valeur de n est adaptee par Thomme du 
metier en fonction de la longueur et de la nature de Tacide nucieique, de la 
composition de ['oligopeptide, de Tutilisation recherch6e, etc. 

Pour obtenir un effet optimum des compositions de Tinvention, les 
20 proportions respectives de Toligopeptide et de Tacide nucieique sont de preference 
determines de sorte que le rapport charges positives de Toligopeptide / charges 
negatives de Tacide nucieique soit 6gal ou superieur a 1 (ce rapport est design6 R dans 
les exemples). Ainsi, plus Tacide nucieique est long, plus le nombre de charges 
positives apporte par Toligopeptide doit etre 61ev6 pour obtenir un effet maximum. 
25 Ceci peut se traduire soit par Utilisation d'oligopeptides dans lesquels la valeur de n 
est plus eievee, soit par Tutilisation de quantit6s plus 61evees d'oligopeptides, soit 
encore par les deux. 

Les oligopeptides utilises dans le cadre de la presente invention peuvent etre 
prepares par toute technique connue de Thomme du metier. Preferentiellement, ils sont 
30 synthetises par voie chimique, au moyen d'un synthetiseur de peptides, en utilisant tout 
type de chimie connue de Thomme du metier (F-moc, T-boc, etc). Lorsque les valeiirs 
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de n sont elevees. il est par ailleurs possible de synthetiser les oligopeptides en 
plusieurs fragments qui sont erisuite assembles. Par ailleurs, selon la technique de 
synthese utilisee (par exemple en phase homogene). l'oligopeptide obtenu peut etre 
non pas un compose defini. mais tin melange ^oligopeptides ayant des longueurs 
5 differentes centrees autour d'une moyenne. Dans ce cas. la valeur de n de la formule de 
l'invention represente la moyenne des valeurs des n des differents constituants du 
melange. Des methodes de synthese appropriees sont donnees dans les techniques 
gen&rales de biologie moleculaire et dans les exemples. 

Au sens de la presente invention, le terme acide nucleique comprend aussi 
10 bien les acides desoxyribonucleiques que les acides ribonucleiques. II peut s'agir de 
sequences d'origine naturelle ou artificielle, et notamment d'ADN g6nomique, 
d'ADNc, d'ARNm, d'ARNt. d'ARNr, de sequences hybrides ou de sequences 
synth^tques ^puj.fieminsynthetiques.. Ces acides : nudeiques;<peuyentrietre .d'origine. 
humaine, animale, v6getale, bacterienne. virale, etc. Us peuvent etre obtenus par toute 
15 technique connue de lliomme du metier, et notamment par criblage de banques. par 
synthese chimique, ou encore par des methodes mixtes incluant la modification 
chimique ou enzymatiqe de sequences obtenues par criblage de banques. lis peuvent 
par ailleurs §tre incorpores dans des vecteurs, tels que des vecteurs plasmidiques. 

Concernant plus particulierement les acides desoxyribonucleiques, ils peuvent 
20 etre simple ou double brin. Ces acides desoxyribonucleiques peuvent porter des genes 
therapeutiques, des sequences regulatrices de la transcription, des sequences antisens, 
des regions de liaison a d'autres composants cellulaires, etc 

Au sens de l'invention, on entend par gene therapeutique notamment tout 
gene codant pour une ou des prolines (ou peptide ou polypeptide) ayant une activite 

25 pharmacologique. II peut s'agir d'enzymes, dTiormones, de facteurs de croissance, de 
lymphokines, d'apolipoproteines, etc. Par sequence antisens, on entend toute sequence 
capable, directement ou indirectement (apres transcription en ARN) de reduire les 
niveaux d'expression d'une proteine desiree, voire de les supprimer (EP 140 308). Les 
antisens comprennent 6galement les sequences codant pour des ribozymes, qui sont 

30 capables de d6truire selectivement des ARN cibles (EP 321 201). 

Concernant plus particulierement les acides ribonucleiques (ARN), il peut 
s'agir d'ARN antisens, capables de bloquer au moins partiellement la traduction 
d'ARNm cibles (cellulaires, viraux, bacteriens, etc); ou egalement de ribozymes ou 
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d'acides nucleiques capables de se Her a un autre acide nucleique par formation d'une 
triple helice. 

Les compositions selon Invention peuvent etre utilises in vitro, ex vivo ou in 
vivo. In vitro, elles peuvent permettre de transferer a des lignees ceUulaires des 

5 sequences d'acides nucleiques desirees. par exemple dans le but d'exprimer une 
proteine recombinante ou une activity antisens. ou dans le but tfinhiber une proteine. 
par fixation de ladite protfiine sur l'acide nucleique. Ex vivo. eUes peuvent etre utilises 
pour le transfert therapeutique d'un acide nucleique dans une cellule issue d'un 
organisme. en vue de conferer a ladite cellule des proprietes nouvelles ou renforcees, 

10 avant sa readministration a un organisme. In vivo, elles peuvent etre. utilises pour 
radministration directe d'acide nucteique. 

Un autre objet de ^invention reside done dans l'utilisation dun oUgopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires pour le transfert d'acides 
nucleiques dans les cellules. Comme indique plus haut. ce transfert peut etre effectue 

15 in vitro, ex vivo ou in vivo. 

Us compositions selon Invention peuvent permettre de transferer des acides 
nucleiques dans des types varies de cellules. Preferentiellement, il s'agit de cellules 
animates, de preference humaine. II peut s'agir notamment de cellules 
hematopoietiques. endoth&iales, myoblastiques, etc. Par aiUeurs. il peut s'agir aussi 

20 bien de cellules saines que de cellules affectees par des dysfoncuonnements (tumeur. 
infection virale. etc). 

L'invention conceme 6galement un procede pour le transfert d'un acide 
nucleique dans une cellule caracterise en ce que Ton cultive ladite cellule en presence 
de l'acide nucleique et d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
25 secondaires. 

Par ailleurs. les complexes acide nucleique-oligopeptide de la presente 
invention permettent egalement l'encapsulation des acides nucleiques dans des vecteurs 
de transfert avec des rendements considerablement ameliores. Pour diminuer les 
problemes de stabiUte et de p6netration dans les cellules, les acides nucleiques peuvent 
30 en effet ete associes a des transporteurs ou a des vecteurs de medicament appropries. 
L'encapsulation des acides nucleiques dans de tels vecteurs de transfert permet de les 
proteger des nucleases seriques. de facUiter leur penetration dans les cellules ou se 
trouve leur cible pharmacologique. et de ralentir leur elimination. Toutefois. la 
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difficult* majeure limitant I'utilisation de ces vecteurs reside dans les faibles . 
rendements ^encapsulation des" acides nucleiques: La demanderesse a maintenanV 
montre que les complexes acide nucleique-oligopeptides de l'invention peuvent etre 
encapsules dans des vecteurs de transfert avec des rendements eleves. Plus 
5 particulierement, les rendements ^encapsulation des complexes de l'invention dans des 
nanoparticules sont superieurs a 50%. alors qu'ils sont inferieurs a 1% avec des acides 
nucleiques nus, ou avec d'autres oligopeptides ne formant pas de structure secondares 
(Cf exemples). 

Un autre objet de l'invention reside done dans I'utilisation dW oligopeptide 
10 cationique capable de former des structures secondaires pour l'encapsulation d'acides 
nucleiques dans un vecteur de transfert. 

L'invention a egalement pour objet les vecteurs de transfert d'acides nucleique 
comprenant une composition telle que definie ci-avant 

Parmi les differents vecteurs de transfert. on prefere utiliser dans le cadre de 
15 la presente invention des vecteurs biocompatibles, biodegradables. hydrophobes et de 
nature proteique ou polymerique. En particulier. les vecteurs preferes selon l'invention 
sont les liposomes, les nanoparticules ou les lipoproteines de faible densite (LDL). 

Les liposomes sont des vesicules phosphoUpidiques comportant une phase 
aqueuse interne dans laquelle les acides nucleiques peuvent etre encapsules. La 
20 synthese de liposomes et leur utilisation pour le transfert d'acides nucleiques est 
connue dans 1'art anterieur (WO91/06309. W092A9752, WO92/19730). LHrtilisation 
de complexes selon l'invention permet d'ameliorer l'efficacitfe d'encapsulation des 
acides nucleiques dans les liposomes. 

Les nanoparticules sont des particules de petite dimension, generalement 
25 inferieure a 500 nm. capables de transporter ou de vectoriser un principe actif (tel 
qu'un acide nucleique) dans les cellules ou dans la circulation sanguine. La presente 
invention permet egalement d'ameliorer Considerablement les rendements 
d'encapsulation d'acides nucleiques dans des nanoparticules. Preferentiellement, les 
nanoparticules selon l'invention sont constituees par des polymeres comportant une 
30 majorite de motifs dfcgradables tels que l'acide polylactique. eventuellement 
copolymerise a du polyethylene glycol. D'autres polymeres utUisables dans la 
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realisation de nanoparticules ont 6te decrits dans l'art anterieur (voir par exemple 
EP 275 796; EP 520 889). 

Invention concerne done 6galement un precede ^encapsulation d'acides 
nucl6iques dans des vecteurs de transfert selon lequel on met en contact le vecteur de 

5 transfert ou les composants le constituant, I'acide nucleique et un oligopeptide 
cationique capable de former des structures secondaires. ou eventuellement un 
complexe acide nucl&que - oligopeptide deja forme, dans des conditions permettant 
l'encapsulation de I'acide nucleique dans ledit vecteur de transfert, puis on recupere le 
vecteur de transfert forme. Comme indique plus haut. le precede selon invention est 

10 pteferentiellement applique pour la preparation de liposomes, de nanoparticules ou de 
lipoproteines de faible densite. 

Invention concerne egalement des compositions pharmaceutiques 
comprenant un acide nucleique therapeutique et un oligopeptide cationique capable de 
former des structures secondaires, eventuellement encapsules dans un vecteur de 

15 transfert. 

La presente invention sera plus complement decrite a l'aide des exemples 
qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

]P f ypmplft 1 : P reparation rirs oligopeptides, 

Les trois oligopeptides suivants ont ete synthetises : 

20 1 1 -fHULeuCT V -y Tr Tf lTr-T v*i™-T murine) ^-(OH) OU (LKKUlO* 

Cet oUgopeptide a ete synthetise sous forme de sel d'acide trifluoroac6tique au moyen 
d'un synth6tiseur de peptides Applied Biosystem 431A. sur une nSsine HMP (AppUed 
Biosystem) et selon une strat6gie F-MOC. Apres la synthese. le peptide a eteliberede 
la resine par traitement 90 minutes en presence d'une solution TFA/eau 95/5 (v/v), 

25 precipite par addition d'ether tertiobutylmethylique. puis purifie par HPLC phase 
inverse sur colonne C18 100 A (Biorad RSL). La purete du peptide obtenu est 
superieure a 95% et sa solubilite dans l'eau de 50 mg/ml. D a ete montre que le 
polypeptide LKKL, non structure dans l'eau, adopte une conformation en helice a 
en solution saline. Cette conformation devrait ameliorer la stabilite du complexe par 

30 formation de paires d'ions entre les charges positives des lysines de l'oligopeptide et les 
phosphates ionises a pH physiologique de I'acide nucleique. 
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1.2. ^(H)4I^ucine-Lvsine-l^iJcine-Lvsine)j | n-(OH) pu ( LKLK)^ 

Cet oligopeptide a ete synthetise sous forme de sel d'acide trifluoroacetique en suivant 
le protocole dScrit ci-dessus. La purete du peptide obtenu est superieure a 90% et sa 
solubilite dans l'eau de 100 mg/ml. II a 6te montrS que le polytetrapeptide LKLK, non 
5 structure dans l'eau, adopte une conformation en feuillets p en solution saline ou en 
presence d'acides nucl&ques, en raison de Interaction entre phosphates et 
groupements amines. Le long d'un feuillet (3, la distance sSparant 2 charges positives 
est de 6,9 A, ce qui est compatible avec les 6,2 A separant 2 groupements phosphate 
d'un acide nucleique simple brin. Cette conformation devrait done ameliorer la stability 
10 du complexe. 

1 . 3. -(H)-fPmline-Lvsine-Lvsine-Leudne)jn-(OH) OV (PKKU jOi 

Ce peptide (fourni par A. Brack, Centre de Biophysique MoI6culaire, Orleans) n'est 
pas structure en solution saline et a 6te utilise comme controle. 

1.4. Polvlvsine. 

15 La polylysine utilisee est d'origine commercials Ce peptide n'est pas structure en 
solution saline et a 6te utilise comme controle. 

Ryemple 2 ! Acides micleimies utilises 

2.1. Acides nucl&ques antisen s anti-ras Vall2 

Des acides nucteiques antisens anti ras ont ete prSparfe. Ces acides nucleiques sont des 
20 oligonucleotides de 12 et 13 r&sidus, synthetises par la societe Eurogentec (Belgique). 
Ces oligonucleotides sont diriges contre une sequence de l'ARNm de ras mute au 
niveau du douzteme codon. Les acides nucleiques utilises sont Tantisens (AS-Val), son 
inverse (INV-Val : la sequence est identique mais orientfee dans le sens inverse), ainsi 
que Tantisens de l'ARNm ras normal (AS-Gly) et qu'un acide nuclSque temoin 
25 comportant 2 nucleotides non appariSs au milieu de la sequence (AS-mut2). La 
sequences de ces acides nucleiques est la suivante : 



3 1 -CGCGGCAGCCAC-5 1 
3'- GCGGCAGCCACAC-5' 
3 ' -CACCGACGGCGC-5 1 



(AS-Val12) 
(AS-Val13) 
(INV-Val12) 
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3'-CACACCGACGGCG-5' (INV-Val13) 
3'-CGCGGCCGCCAC-5' "■ (AS-Gly12) • ' 
3 ' -CGCCGGAGCCAC-5 ' AS-mut21 2) 

2 2 Aridenucleinue (d(Tp)15T) 

5 L'acide nucleique (d(Tp)15T) est compose de 16 thymidines. II est d'origine 
commerciale (Pharmacia). 

fixemple 3 : F+»H» H» ramplexarion 

Cet exemple illustre ia formation de complexes entre les acides nucleiques antisens 
d&rits dans I'exemple 2 et les oligopeptides decrits dans I'exemple 1, dans differentes 
10 conditions de force ionique et de concentration (toutes les concentrations en acides 
nuct&ques sont exprimfces en phosphate). II montre que des tendements de 
complexation trds Aleves peuvent etre obtenus, t&noignant ainsi de la stability des 
complexes. 

3.1 . Complexation en tampon phosphate 

15 L'acide nucleique (10" 4 M exprimS en phosphate : Cphosphate = 12 x c acide 
nucleique) et 1'oligopeptide (concentration variant entre 2.10" 3 , 10" 4 et 2.10" 5 
exprimSes en charges positives) ont 6t6 mis en contact dans un tampon phosphate 50 
mM pH 7,4. La solution a ensuite 6te centrifugfee, et 1'absorbanoe (A) £ 256 ran 
(maximum d'absorptkm des acides nucl&ques) d&erminee dans le surnageant Pour 

20 chaque valeur du rapport R (Nombre de charges positives de 1'oligopeptide / Nombre 
de charges negatives de l'acide nucleique) testee, la valeur A/AO est d&erminfie, 
permettant d'evaluer la fraction d'acide nucl&que libre et, par difference, la fraction 
complexSe. Pour un rapport R = 1, la concentration en oligopeptide exprim§e en lysine 
est done de 10* 4 M. 

25 Les resultats obtenus montrent que la fraction de oomplexe pr&cipitant AS- 
Vall3/LKKLio ou INV-Vall3/LKKLio est de 85 % pour un rapport R = 2. Pour un 
rapport R = 1, la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 et INV- 
Vall3/LKLK10 est inferieure : 3p %, Ces resultats peuvent s'expliquer par une 
competition entre les phosphates du tampon et les phosphates de l'acide nucleique 

30 pour la formation du complexe. Ces resultats sont cependant superieurs £ ceux 
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obtenus avec Toligopeptide controle : .15 % de complexe INV-Vall3/PKKL10 
precipitant seulement 

3 , 9. f!nmp1ey ?tfrn en tampan Tris-HCl 

L'acide nucleique (10* 4 M) et l'oligopeptide (concentration variable) ont 6t6 mis en 
5 contact dans un tampon Tris-HCl 50 mM pH 7,4. La solution a ensuite ete 
centrifugee. et l'absorbance a 256 nm determinee dans le surnageanL Pour chaque 
valeur du rapport R testee, la valeur A/AO est determinee comme precedemment 

Les resultats obtenus montrent que la fraction de complexe prefcipitant AS- 
Vall3/LKKL10 et AS-Vall3/LKLK10 est de 100 % pour un rapport R.= 1. Pour un 
10 rapport R = 2. la fraction de complexe precipitant AS-Vall3/LKLK10 est egalement 
de 100%. Par ailleurs. 100% de complexe precipitant AS-VaU3/LKXL10 ont 
egalement ete obtenus avec une concentration d'acide nucleique de 2.10"5 M et un 
rapport R = 1. 

En revanche, en ce qui conceme le complexe AS-Vall3/PKKL10. seulement 70 % des 
15 acides nucleiques impUques dans le complexe precipite ce qui demontre que l'affirute 
des oligopeptides selon I'invention est superieure. 

T3. Compl pvatinn dans I'eau 

Le protocole ci-dessus a ete repet6 en remplacant le tampon Tris-HCl par de I'eau. Les 
memes resultats ont ete obtenus (100 % de complexation pour R = 1), demontrant 
20 l'affinite elevee des oligopeptides de rinvention pour les acides nucleiques. 

T4. Conclusions 

L'ensemble de ces resultats demontre le rendement eleve de complexation des 
oligopeptides de I'invention aux acides nucleiques. et le fait que ce rendement est 
independant de la sequence et de la concentration de l'acide nucleique utilise. Par 
25 ailleurs. comme le montre le tableau ci-apres, l'etude des spectres dichroTques a permis 
de confirmer les structures secondaires adoptees par les oligopeptides cationiques 
utilises, en solution ou apres complexation. 



WO 95/21931 



PCT/FR95/00098 



11 



Peptide 


Tampon Phosphate 
50mM 


Tampon Phosphate 
50mM / NoCl 0,2M 




Eau / acide 
- nucleique 


LKKL 


h61ice a 


helice a 


non structure 


helice a 


LKLK 


feuillet ft 


feuillet 3 


non structure 


feuillet p 


PKKL 


non structure 


non structure 


non structure 


non structure 



Rvemple 4 ! Etude de V e n ca psnl a ti on dans tin vectenr rie transfert ; ICS 
nanoparticules. 

Cet exemple illustre les proprietes tres avantageuses des complexes de Tinvention, 
permettant Tencapsulation decide nucl&que dans des vecteurs de transfert avec des 
5 rendements tr6s 61ev6s. 

4.1 . Nanoparticules utilisees : Les nanoparticules utilises dans cet exemple sont des 
copolym&res dibloc constituees d'un poly (D,L acide lactique) lie par une liaison ester 
a un poly (ethylene glycol) : PLAp(M)-PEG(N) ou M et N sont respectivement les 
masses moleculaires moyennes (en kD) du PLA et du PEG, et p. le pourcentage 

10 decide L-lactique. Les 2 types de nanoparticules utilises sont du PLA50(30)-PEG(2) 
et du PLA50(30)-PEG(5). Ces copolym&es peuvent etre synth&isfe par toute 
technique connue de Thomme du mfctier (voir par exemple EP 520 889). 

4.2. Marquape radioactif des a cides nuclfeiques : 

Les acides nucl&ques ont 6t6 traites avec de la polynucleotide kinase du phage T4 
15 (Biolabs) en presence d'ATP.7 32 P (Amersham) dans un tampon kinase. Apres 30 min 
d'incubation & 37°C, 1'acide nuclfeique a ete s6par6 de 1'ATP n'ayant pas reagi par d6pot 
sur colonne S6phadex G25 (Quick Spin) et centrifugation. 

4.3. Encapsulation de Facide nuclfe igue INV-Vall3 

Cet exemple decrit i'encapsulation de Tacide nucleique INV-Vall3 dans une 
20 nanoparticule de PLA 50 (30)-PEG(2) en presence ou en Tabsence d'oligopeptide 
(LKKL) jo- 
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Le polymere utilise (PLA50(30)-PEG(2)) a ete solubilise dans 1 ml d'acetone a une 
concentration de 10 g/1. La dilution isotopique de l'acide nucleique (concentration 
finale 10' 5 M) a ete ajoutee, puis 1'oligopeptide (i une concentration telle que R = 1). 
La solution organique obtenue a ensuite ete versee goutte a goutte dans 5 ml dune 
5 solution aqueuse (tampon Tris-HCl 50 mM, pH 7,4), sous agitation. Le polym&e 
insoluble dans le mSlange eau/ac§tone pr&cipite sous forme de nanoparticules, 
emprisonnant le complexe acide nudeique-oligopeptide. L'ac&one a ensuite ete 
61imin6e par 6vaporation sous vide partiel, jusqu'a un volume final de 2,5 mL Enf in, la 
suspension nanoparticulaire a 6t6 filtree a travers un filtre Sartorius de porosite 
10 1,2 ym, qui tient lieu de crible de dispersion et dinjectabilite. 

Une experience controle a ete effectuee dans les memes conditions, mais en 1'absence 
de Toligopeptide (LFOCDjo* 

Les resultats obtenus montrent que le rendement ^encapsulation de INV-Vall3 dans 
la nanoparticuie est de 56 % en presence de 1'oligopeptide, et de 5 % seulement sans 
15 1'oligopeptide. 

Le rendement ^encapsulation correspond au pourcentage dacide nucleique encapsul6 
dans les nanoparticules, par rapport a la quantit6 totale dacide nucleique presente au 
depart 

4.4. Encapsulation de T flcide nucl&qtie (d(Tp)15T) 

20 Le rendement ^encapsulation de l'acide nuclfeique (d(Tp)15T) (exemple 2.2.) dans une 
nanoparticuie de PLA50 a et6 6tudie, en presence des oligopeptides cationiques 
suivants : 

- LKKLn Helice a : synth&ise en phase homogene sous forme dun melange 
de peptides de poids moleculaire moyen de 34900. 

25 - LKLKn Feuillet (5 : synthetise en phase homogfene sous forme dun melange 

de peptides de poids moleculaire moyen de 7400. 

- PKKLn Pas de structure secondaire 
. Kn Pas de structure secondaire 

ou de sphingosine (lipide membranaire charge positivement). 
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Pour cela, 1'acide nucleique (d(Tp)15T) a ete melange a l'oligopeptide en solution dans 
I'eau. En ce qui concerne la "sphingosine, elle est solubilisee dans uri melange 
eau/ethanol 50 % v/v. Les concentrations utilisees sont indiquees dans le tableau qui 
suit. 100 \il d'une solution d'acide polylactique (PLA50) solubilisfee dans l'acetone a 
5 une concentration de 20 g/1 ont 6t6 ajoutes au melange, ainsi que 300 |il d'acfetone 
pure (concentration finale en PLA50 : 5 g/1). Apres homog&ifiisation au vortex, le 
melange a 6t6 vers6 goutte & goutte dans une solution aqueuse de pluranic F68 a 
2,5 % (p/v) afin de pr&ripiter le polymere sous forme cfune suspension colloTdale 
nanoparticulaire turbide. La turbidite a ete apprectee k l'oeil. Le diamdtre des 

10 nanoparticules (175 +A 40 nm) a 6t6 mesure par diffusion quasi 6iastique de la lumiere 
sur tin appareil BI 90 (Brookhaven Instrument Corporation), L'ac&one-a ensuite 6te 
6vaporee sous vide pendant une heure. La suspension a ensuite 6te filtree sur filtre 
miUipore AE20 (diam&txe des pores : 1,5 |im). prfealablement moufflfi avec la solution 
de pluronic F68 a 2,5 %. 

15 Le rendement decapsulation a ete determin6 et est report^ dans le tableau qui suit. 



Peptide 


LKKLn 


LKLKn 


PKKLn 


Kn 


Sphingo. 


Structure 


Helice a 


Feuillet (5 


aucune 


aucune 


aucune 


Concentration du 
peptide (mM) 


5 


12,5 


9,2 


1 


2,2 


Volume de peptide 
dans le melange 
(ul) 


11.4 


65 


48 


60 


27 


Quantite de peptide 
(nmol) 


57 


812 


442 


60 


60 


Concentration de 
d(To)15T 


71 nM 


Volume de 
d(To)15T 




Quantite de 
d(To)15T 


2 nmol 


R 


2 


27 


14.7 


2 


2 


Rendement 


42.8 


7.8 


0,8 


0,3 


1.3 



Ces resultats montrent clairement que les oligopeptides de rinvention permettent 
tfencapsuler les acides nuclSiques avecdes rendements nettement superieurs & ceux 
obtenus avec des oligopeptides de Tart anterieur (polylysine) ou ne formant pas de 
20 structures secondaires (PKKL). 
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F.Yemple 5 : Transfer! d' ariHe micleiqy* Hans les cellules 

Cet exemple illustre la capacite des composition de Invention a transferer des acides 
nucleiques dans les cellules. ^ 

fi. y , CdMta utilisees : Les essais de transfert d'acide nucl&que decrits dans cet 
5 exemple ont ete effectues sur une lignee de cellules issue d'un carcinome vesical 
huraain . designee T24/EJ accessible a 1'ATCC. Les cellules ont ete cultivees dans un 
milieu MEM-EAGLE ("minimum essential medium", Biological Industries) 
sup P 16mente en L-glutamine ((5 mM). streptomycine (50 u/ml), penicilline (50 u/ml). 
en presence de 7 % de serum de veau foetal decomplemente 30 min a 60°C. 

10 * ?. TVunrfitrr de* priH^ nucleioues : Les cellules (1500 / puits) ont ete ensemencees 
dans des microplaques de 96 puits, en absence ou en presence d'acide nucleique. 
encapsule ou non dans des nanoparticules. dans un volume total de 100 \d. Chaque 
point a ete effectue en triple. La concentration en acide nucleique utilisee a ete ajustee 
par dilution dans de 1'eau ou par concentration par centrifugation 1 h a 12000 rpm. 

15 Dans ce cas, la suspension est centrifugee, le culot pese puis le volume ajuste. 

L'efficacite du transfert a ete determinee par mesure de l'inhibition de la proliferation 
cellulaire induite par l'acide nucleique antisens. apres 72 ou 96 heures de culture a 
37°C en presence de 5 % de C02. Pour cela, 2 methodes ont ete utilisees : 

- Tout d'abord, I'incorporation de thymidine tritiee, qui a et6 determinee apres 
20 addition de 2 |iCi de 3H thymidine par puits. Apres 6 heures dincubation a l'etuve, les 
plaques ont et6 lavees au Skatron (Lier, Norvege). l'ADN recueilli sur un filtce, et 
chaque rondelle du filtre (correspondant a chaque puits de la plaque) placee dans du 
liquide a scintillation puis comptee au compteur (LKB Wallac 1211 Minibeta). Les 
resultats correspondent a la moyenne des valeurs obtenues dans chacun des 3 puits. 
25 - Ensuite. la proliferation cellulaire a 6te evaluee par comptage des cellules en 

cellule de Malassez. Pour cela, le sumageant a ete elimine. les cellules trypsinisees (10 
min a 37°C). puis additionnees de milieu de culture avant d'etre comptees. 

Les resultats obtenus sont les suivants : 

- AS-Vall2. nu, 30 pM • 42 % tfinhibition 

30 - AS-Vall2/LKKL/nanoparticule, 100 nM (exprime en antisens) .50 % d'inhibition 

- nanbparticule blanche, meme quantity de polymere < 5 % d'inhibition 
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- AS-Vall2/LKKL/nanoparticule. 500 nM 95 % d'inhibition 

Ces resultats demontrent clairement I'efficacite des compositions de l'invention pour le 
transfert d'acides nucleiques. De plus, ils montrent que 1'acide nucleique transfers 
conserve ses proprietes fonctionnelles. dans le cas present, son activite d'antisens. 
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PFVRNDTCATIONS 

1. Composition comprenant un acide nucleique et un oligopeptide cationique 
capable de former des structures secondares. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que 1'oligopeptide 
5 est capable de former des h61ices a ou des feuillets |3. 

3. Composition selon la revendication 2 caracterisee en ce que Foligopeptide 
r6pond k la foimule (AoAyAyA^n ou (AoAyAoAyJn dans laquelie Aq est un acide 
aminS hydrophobe, A y est un acide amine hydrophile, et n est un nombre entier 
sup&ieur ou 6gal a 4. 

10 4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'acide amine 

hydrophobe est choisi parmi la leucine, la valine , Tisoleucine et la phenylalanine. 

5. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'acide amin6 
hydrophile est choisi parmi la lysine, l'arginine et Vhistidine. 

6. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que l'oligopeptide 
15 est choisi parmi (LKKL)n, (LKLK)n, (LRRL)n. 

7. Composition selon la revendication 6 caracterisee en ce que n est compris 
entre 4 et 100, de prfef&ence entre 10 et 50. 

8. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que l'acide 
nucleique est un acide desoxyribonucleique. 

20 9. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce que Facade 

nucleique est un acide ribonucl&que. 

10. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que l'acide 
nucl&que est modif i6 chimiquement 

11. Composition selon la revendication 8 ou 9 caracterisee en ce que Tacide 
25 nucleique est un antisens. 

12. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce que Tacide 
nucleique comporte un gSne th§rapeutique. 
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. i 

13. Composition selon Tune des revendications 8 a 12 caracterisee en ce que 
le rapport charges positives de Oligopeptide / charges negatives de 1'acide nucleique 
est egal ou superieur a 1. 

14. Vecteur de transfert d'acides nucleique comprenant une composition selon 
5 Tune des revendications precedentes. 

15. Vecteur de transfert selon la revendication 14 caracterisfe en ce qu'il s'agit 
d'une nanoparticule, d'un liposome ou d'une lipoprotfeine de f aible densite. 

16. Precede decapsulation d'acides nucl&ques dans des vecteurs de transfert 
caracterise en ce que Ton met en contact le vecteur de transfert ou ces composants, 

10 Tacide nucleique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires, ou 6ventuellement un complexe acide nucleique-oligopeptide deji forme, 
dans des conditions permettant l'encapsulation de l'adde nudfique dans ledit vecteur 
de transfert, puis on rfecupfire le vecteur de transfert form6. 

17. Procede pour le transfert d'un acide nud&que dans une cellule caract6rise 
15 en ce que Ton cultive ladite cellule en pr6sence de l'acide nucleique et d'un oligopeptide 

cationique capable de former des structures? secondaires. 

18. Utilisation d'un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires pour le transfert d'acides nucleiques dans les cellules. 

19. Utilisation selon la revendication 18 pour le transfert in vitro, ex vivo ou 

20 in vivo. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un acide nucl&que 
therapeutique et un oligopeptide cationique capable de former des structures 
secondaires, feventuellement encapsules dans un vecteur de transfert * 
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"X" document particulierement pertinent; I' invention revendiquec ne peut 
etre consiacree comme nouvelle ou comme imphquant une activitc 
inventive par rapport au document oonsiderc tsolcmcnt 

*Y" document particulierement pertinent; 1' invention revendiquec 
nc peut Ctre consderee comme tmptiquant une activitc inventive 
lorsque le document est associc 4 un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette cornbinaison etant evidence 
pour une personne du metier 

"A" document qui (ait partie de la meme famille dc brevets 
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Donr Intcmtfiooile No' 
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no. Oti rcvcndicadoni viito 



VTO,A,91 17773 (BOEHRINGER INGELHEIM 
INTERNATIONAL GMBH) 28 Novembre 1991 
voir page 11, ligne 1 - ligne 16 
voir page 16, alinea C 

TETRAHEDRON, 
vol . 47, OXFORD GB, 
c ^113 

ERITJA, R. ET AL. 'Synthesis of defined 
peptide-oligonucleotide hybrids containing 
a nuclear transport signal sequence 
voir le document en entler 

EP.A.O 424 688 (STAOLER, J & ANTONELLI, 

N.) 2 Ma1 1991 

voir le document en entier 

PROCEEDINGS OF THE NATIONAL ACADEMY OF 

SCIENCES OF USA, 

vol. 88, WASHINGTON US, 

page 4255 

WAGNER, E. ET AL. 

•Transferrin-polycation-DNA complexes: the 
effect of polycatlons on the structure of 
the complex and DNA delivery to cells' 
voir le document en entier 
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Demande internationate n* 

PCT/FR95/ 00098 



Cadre I Obaerration* - JorsqiTH a etc crime que amines rrrendicatkMia ne pouraicnt pas Caire I'objet d'une rec her c he 
(suite do point 1 de la premiere feuiDe) 



Conformement a I'artide I7.2)a), certaines revendicarions n'ont pas fail fob jet d'une recherche pour les motifs suivanti: 



Les revendications n u * ' 

se rapportent a un objet i regard duquel I'admiftisiration n est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir 

Remarque: B1en que les revendl cations 19 et 18 (pour autant qu'elles alent 
pour objet des proctlde's 1n vivo) concernent une methode de traltement du 
corps huma1n/an1raal,,la recherche a *te effectuee et basee sur les effets 
Impute's au prodult (a la composition). 

I Les re vendi cations n °* 

1 — 1 se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne rempitssent pas luffitamment les conditions presences pour 
qu'une recherche significaove puisse etre effectuee, en paruculier: 



3. I I Les revendicationi n °* 

— sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deiuocme et de la 
troixieme phrases de la regie 6 Aa> 



Cadre II Obttmtiaos - Jonquil y jl r^**"** d'uaisi de ilnrartkin (suite du point 2 de la premiere fetulle) 



L'administration chargee de la recherche iniemationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internationale, a savoir 



1. I 1 Comme unites les taxes addidoimeUes ont et* payees dans les delais par te deposant, le present rapport de recherche 
^-" J incernadonaie pom sur Unites les revendications pouvant faire 1'objet d'une recherche. 

2. CH Comme tou«s les l e ch e rches portant sur les revendications qui s*y pretaitnt ont pu etre effectueea sans effort partfculier 

jusofiant une taxe additiannelk, l'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de eette nature. 

3. I 1 Comme une paroe scukment des taxes addinonnelks demandecs a etc payee dans les delais par te deposant, le present 

' — 1 rapport de i c Uicichc mternanonale ne porte que sur les revendications pour lesqueUes les taxes ont etc payees, a savotr 
les revendiciaons n 0 *: 



4. r~l Aucune taxe addiuonnefle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 
I — 1 de recherche internatioaale ne porte que sur rinvenaon mentiormee en premier lieu dans les revendtcationr, elle est 
couvertes par les revendications if*: 



a la reserve Les taxes addiuonnelles etiiem accompagnees d'une reserve de la part du deposani 

| | Le paiement des taxes actf tionnelles n'etait assort! d 



Formulatre PCiyiSA/210 (suite de 1& premiere feuifle (I)) (juiOet 1992) 
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